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Introducción 
Panicum máximum es una gramínea forrajera que está distribuida en la región tropical y subtropical la cual presenta una 
alta diversidad genética. Son de la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae y la tribo Paniceae, formando un complejo 
agamico con otras dos especies Panicum infestum Anders y Panicum trichocladum K. Shum  (Muir and Jank 2004). Estas 
tres especies son intercruzables, son morfológicamente similares y tienen el mismo número de cromosomas (2n=4X=32). 
Las accesiones apomícticas son autotetraploides (2n =4X=32) (Combes and Pernès 1970; Bogdan 1977) y las plantas 
sexuales que se encuentran en la naturaleza son consideradas generalmente diploides (2n=2X=16) (Nakajima et al. 1979).  
El principal interés agronómico de Panicum se debe a su alto valor nutricional y la amplia adaptabilidad que presenta en 
diversos nichos ecológicos, ya que ha sido ampliamente introducida y cultivada en países tropicales incluyendo Brasil, 
Japón, Estados Unidos y Australia (Nakajima 1978; Smith 1979; Savidan 1982; Duke 1983). 
El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) actualmente cuenta con una colección de 23.140 accesiones de 
forrajes tropicales, donde 563 corresponden a accesiones de Panicum máximum de diversos orígenes. El germoplasma de 
Panicum comprende un alto nivel de variabilidad fenotípica (Jank et al. 1994; Jank et al. 1997). A partir de esta variabilidad 
se han desarrollado diferentes estudios a nivel molecular para Panicum máximum empleando diversos marcadores 
moleculares (SSR y ETS), los cuales han descrito la estructura de la diversidad genética de sus poblaciones presente entre 
poblaciones y cultivares, ya que es de gran importancia elucidar la variabilidad genética del germoplasma obtenido para 
desarrollar estrategias de mejoramiento, selección correcta de accesiones y la conservación del recurso genético (Bolaric 
et al. 2005). 
Entre los marcadores genómicos, los microsatélites o SSR (del inglés, Simple Sequence Repeat), son muy promisorios ya 
que son los más informativos (Gupta and Varshney 2000). Dichos SSR son marcadores que consisten de secuencias de 
ADN cortas (1-6 bp) dispersadas aleatoriamente a través del genoma. Estas secuencias son locus específicos, polimórficos 
y su modelo de segregación es codominante (Gaitán-Solís et al. 2002). En la actualidad los SSR han sido automatizados 
debido a que son marcados con fluorocromos, lo que permite la precisión en el tamaño de los alelos amplificados en PCR. 
Este aspecto es particularmente importante en el análisis poblacional de plantas para minimizar errores de 
genotipificación (Missiaggia et al. 2006). Sin embargo el elevado costo de esta marcación limita el desarrollo de proyectos 
basados en análisis de gran número de loci (Schuelke 2000; Missiaggia et al. 2006; Arruda et al. 2010). 
El objetivo de este estudio fue analizar la estructura y diversidad genética de 183 genotipos de Panicum máximum a partir 
de 21 microsatélites con marcación fluorescente a partir de la metodología del cebador universal M13. 
 
Metodología 
Material vegetal 
 A 183 accesiones de Panicum máximum, 41 híbridos putativos sexuales provenientes del Programa de Mejoramiento de 
Forrajes Tropicales, 137 del banco de germoplasma del CIAT y 5 madres sexuales provenientes de USDA (del inglés, United 
States Department of Agriculture), les fue colectado tejido vegetal mediante nitrógeno líquido y fue almacenado a -80 °C. 
Aislamiento de ADN 
El ADN genómico fue extraído a partir de un protocolo casero, el cual necesita cerca de 200 a 300 mg de tejido vegetal y 
es pulverizado en eppendorf de 2 ml con nitrógeno líquido. El buffer de extracción (500 µl por muestra) tiene como 
principio activo el MATAB (mixed alkyltrimethylammonium bromide), Tris-HCl (Tris hydrochloride), NaCl, (cloruro de 
sodio), EDTA (ethylene diaminetetra acetate), en un pH 8.0. Las muestras son homogenizadas a 75 °C en baño maría por 
30 min y centrifugadas a 7.000 rpm durante 2 min. Posteriormente se saca el sobrenadante y se agrega 500 µl de 
cloroformo isoamilico (24:1), mezclándose vigorosamente por 10 min a temperatura ambiente y centrifugado por 30 min 
a 7.000 rpm. La fracción de sobrenadante es precipitada mediante 270 µl iso-propanol y almacenado por 2 horas a -20 °C, 
consecutivamente se centrifuga por 30 min en 7.000 rpm a 4 °C y lavado con 1 µl de etanol al 70% y centrifugado 7.000 
rpm por 1 min. Finalmente,  el botón de ADN es resuspendido en un tubo eppendor de 1.5 ml en 100 µl de TE con 
ribunocleasas (RNase) e incubado a 55 °C durante 30 min.   
Amplificación de microsatélites fluorescentes 
Un total de 21 marcadores SSR junto con el primer universal  M13 que va de 5’ CACGACGTTGTAAAACGA 3’ fueron 
etiquetados con tres inflorescencias (FAM, VIC, y NED) (Ver tabla 1). Las amplificaciones se realizaron en placas de 96 
pozos en termocicladores Eppendorf (Mastercycler pro. Vapo. Project). El producto de amplificación fue llevado a cabo en 
un volumen total de 12 µl en cada reacción que contiene aproximadamente 15 ng de ADN; 1.2 µl de buffer de PCR (10X), 
0,96 µl dNTP’s (2.5mM), 0.7 µl de MgCl2 (50 mM), 0.06 µl del primer M13 universal con fluorocromo (FAM, VIC y NED), 
0.012 µl del primer en dirección 5’ con la cola M13, 0.06 del primer en dirección 3’ (10 pmol/µl) y 0.05 µl de Taq polimerasa 
platino (5 U/µl).  
Las condiciones de PCR para esta reacción son: 95 °C (2 min), 15 ciclos a 94 °C (30 seg)/ temperatura de alineamiento 65 
°C (30 seg)/72 °C (30 seg) con -0.5 °C de temperatura de alineamiento por ciclo, seguido por 35 ciclos en 94 °C (15 seg)/50 
°C (15 seg),  y una extensión final a 72 ° (45 seg). 
Una vez obtenidos todos los productos de amplificado se realizó la mezcla de acuerdo a los paneles que están conformados 
por los marcadores (Ver tabla 1), estas mezclas se llevaron a cabo en placas de 96 pozos donde se combinó el producto 
de PCR de los 4 cebadores, a partir de estas mezclas se tomó una alícuota de 1μl y se llevaron de nuevo a una placa de 96 
pozos para ser enviado un total de 3 µl por pozo a la Universidad de Cornell (Ithaca, NY, USA) para el análisis de los 
fragmentos de los microsatélites marcados con fluorocromo a través del secuenciador (ABI 3730 XL DNA, Applied 
Biosystems, Carlsbad, CA). 
Análisis de polimorfismos 
El tamaño de los alelos, en pares de bases, fue estimado mediante el software R y la librería Fraqman (Covarrubias-Pazaran 
et al., 2016), la cual muestra picos del color correspondiente a cada uno de los marcadores empleados. Al finalizar, se 
exportaron los datos de alelos para cada genotipo en cada uno de los loci, organizándose en un archivo en formato .csv 
de Excel Microsoft® office el cual contiene la presencia y ausencia de los polimorfismos codificados en 0 y 1. 
 
Análisis de los datos 
La estructura genética de las 183 accesiones fue analizada mediante el software STRUCTURE (Pritchard et al. 2000., Falush 
et al. 2003). Este programa plantea subdividir la muestra en poblaciones en las que se logre el equilibrio de Hardy-
Weinberg. El número de poblaciones (K) fue de 1 a 10. La corrida consistió a partir de un periodo de 500.000 repeticiones 
seguido por 800.000 cadenas de Markov de Montecarlo (MCMC), con la opción de minimizar el desequilibrio de ligamiento 
dentro de las mismas. El  número más probable de poblaciones (K) fue calculado basándose en el método estadístico de 
Evanno et al (2005), ΔK, el cual representa la tasa de cambio en la probabilidad logarítmica de los datos entre sucesivos 
valores de K, mediante la aplicación web conocida como pop-helper (URL: http://pophelper.com/). El análisis de la 
varianza molecular (AMOVA) se realizó mediante  la aplicación GenALEX 6.5 (Peakall and Smouse, 2012), donde el nivel 
de significancia para los componentes de varianza se estimó a partir de 9.999 permutaciones no paramétricas. 
Adicionalmente el análisis estadístico de agrupamientos se realizó con la información previa de las poblaciones dadas por 
STRUCTURE (3) y mediante el uso del software R empleando como entrada la matriz binaria que pose los polimorfismos 
(alelos) en las columnas y las accesiones en filas (librerías de R: FactoMiner, adegent, poppr, rgl, phangorn), empleándose 
para  ejecutar el análisis de correspondencia múltiple (ACM), y el dendograma (Neighbor-Joining tree) no enraizado. 
Resultados y Discusión 
Análisis de diversidad y de varianza molecular 
De los 21 marcadores moleculares SSR empleados para genotipificar 183 accesiones de Panicum máximum en este estudio 
se encontraron en total 220 bandas polimórficas las cuales se configuraron entre 0 y 1 de acuerdo a la presencia o ausencia 
de estos, respectivamente (Ver Tabla 1). De acuerdo al análisis de varianza molecular (AMOVA) el 76 % de la variación 
genética total se encuentra dentro de los individuos, donde el 7 % se distribuye entre las poblaciones y el 17 % de la 
variación restante entre los individuos (Ver tabla 2). 
Tabla 2. Análisis de la varianza molecular (AMOVA) basado en resultados de STRUCTURE. 
Fuentes de 
Variación 
df 
Sum de 
cuadrados 
Var. del 
compon
ente 
Varianza 
(%) 
Entre poblaciones 2 104.9 1.2 7 
Entre individuos 180 18.8 2.9 17 
Dentro de 
individuos 
183 13.0 13.0 76 
 
Análisis de la estructura de la población 
El análisis Bayesiano STRUCTURE para las 183 accesiones de Panicum máximum mediante el estadístico de Evanno ΔK, 
determino tres (3) grupos distintos (Ver figura 1). Donde K=3 establece claramente la procedencia de las accesiones de 
Panicum siendo el primer grupo (FM) para aquellas que provienen de los cruces de mejoramiento realizados por el 
programa de mejoramiento de forrajes tropicales donde la mayoría son de identidad sexual (2n=4X=36), el segundo grupo 
(PM) está comprendido por las accesiones que provienen directamente del banco de germoplasma de CIAT el cual 
presenta la mayor diversidad genética del análisis caracterizándose por presentar individuos apomicticos y sexuales 
dentro de su acervo genético  y un tercer grupo (USDA) el cual se caracteriza por ser madres sexuales que fueron donados 
por la USDA para el desarrollo del programa de mejoramiento de Panicum máximum (Ver figura 2). 
 
 
Figura 1.  Determinación de K, número más probable de poblaciones a partir de las salidas de STRUCTURE para 183 accesiones de 
Panicum maximum, empleando el estadístico de Evanno et al (2005). (A) logaritmo de la probabilidad de los datos, L(K) como una 
función del promedio de K a partir de 10 réplicas y (D) ad-hoc ΔK como función de K calculado sobre 10 réplicas.   
 
Análisis de similaridad genética 
Los resultados generados a partir de las distancias genéticas generadas por el Neighbor-Joining definen dos grupos, el cual 
compara los genotipos que presentan mayor relación y los agrupa de acuerdo al número de alelos compartidos, de 
acuerdo a esto se evidencia que la colección del banco de germoplasma (PM) está separada de las accesiones del programa 
de mejoramiento de forrajes tropicales (FM) y de los parentales sexuales donados por la USDA (Ver figura 3). 
Tabla 1. Análisis de la varianza molecular (AMOVA) basado en resultados de STRUCTURE. 
Cons. Combinación SSR Cebador 5’ Cebador 3’ Fluorescencia 
Repetición de 
nucleótidos 
Tamaño 
de la 
banda 
Tm 
N° de 
bandas 
PIC 
1 BTr532 GCACGAAGCTAGCGAAGAG CGTCCTCACCGCTCAAGT FAM (GGT)^5 103-260 59.1 14 0.9 
2 BTr108 ACATGCAAGCAGCAGCATAG GGTTCATGCCCATCTTGATT NED (ATC)^5 105-201 60.2 7 0.8 
3 2PMc48b/GU252068 CCTGTCAAAAACTATGC GGGGAGACCTAACCA ROC (CA)13 231 55° 8 0.77 
4 BTr307 AGGAAGTACTCGCCGTGGT CTTCATTGAGCGTCACTTGC FAM (GCT)^5 81-426 59.7 34 0.8 
5 2PMc143b/GU252076 TTGATAGATACAGAGGAACTTG GGTGCCCATTAGATTGAA NED (CT)10 171 60° 10 0.79 
6 2PMc255/FJ039712 GCCGTGAAGACAAAGAGACC GGAGAGCGAAGGGAGACATT VIC (CA)5 229 60° 4 0.51 
7 BTr100 TTTCTTTGGTGTGCAGGTTG GCGATCTCCTTGAGGTCGTA FAM (AGC)^5 150-184 59.7 10 0.8 
8 2PMc34/GU252063 AGCACTGTGCACTAACCAAATG CGTCTCCGTCCACCGATAG NED (TG)7 211 58.8° 4 0.47 
9 2PMc175/GU252081 TTCACGGTCAGATTCA TGCAGCTCATTTGTTT VIC (CA)6 243 45° 4 0.44 
10 2PMc51/GU252066 TCAGCAAGAAACATCCTCA TTCCATAACCCAAATCCTG FAM (GA)23 244 60° 4 0.44 
11 1PMs96/FJ039718 ACAAAGATGGGGCGTGAAGAC CTAGGTAGGCCGACAACAATGA NED (CA)5A(CA)2 252 60° 4 0.46 
12 BD152 ATCGTGCTCACCTTCTTCGT CTAGGCGGCTCATCGTAAAC VIC (CG)^9 152-389 59.9 18 0.9 
13 BTr546 CGAGGGTGCTCTTGATCTTC GCGTCTCTTACCTTGCTTGC FAM (CCG)^6 106-472 60 34 0.9 
14 BD207 GCTGCATAGATGCATTCACAA CTGCTGCTGTGGTACATGCT NED (AT)^10 191-217 59.9 8 0.9 
15 2PMc247b/GU252088 GCTCCTTGCTTCACTTTTAT ATCCCGTCATTATTCCATT VIC (CA)17 228 53.2° 16 0.89 
16 1PMc72/GU252100 GAAATCCGCCTCCACCAA TCCGGCGCCACTTCAT FAM (CA)6 195 60° 4 0.57 
17 BD257 GCAATAGCCCAAGCTGCTAC GCAATAGCACCAAGACACAGTC NED (CT)^7 209-263 60 12 0.9 
18 2PMc178b/GU252082 ACCTGCTTGTTTTGCTTGTTTG AGGGCTGGCTCTGATTGG VIC (CA)6 226 60° 12 0.85 
19 2PMc326b/GU252090 CAATTCGTCCCTCGTCTA GGTTCCATGCACAAATAA FAM (CT)15 254 51° 12 0.79 
20 2PMc376b/FJ039717 CACCCATAACTGTAAAAGAA CTGGAGTAGCAAGAGTGTT NED (GT)4GC(GT)5AT(GT)6 258 51.7° 12 0.87 
21 BTr321 TACAACCCTGCTGCTGATGT GGAGTCTCCTCCGTTTCCTT VIC (AAG)^5 78-454 59.3 26 0.7 
M13 
 
TGTAAAACGACGGCCAGT 
       
Análisis de correspondencia múltiple 
 
El analisis de correspondencia multiple es empleado para visualizar accesiones de individuos en un espacio multivariado 
tridimensional basandose sobre valores geneticos de similaridad derivados de la proporcion de accesiones de los datos, 
permitiendo evaluar la estructura poblacional y determinando las distancias geometricas de entre todas las accesiones 
estudiadas, donde las primeras dos (2) coordenadas principales en el MCA cuentan con un 5.2 y 4.3 del porcentaje de 
variacion. El MCA produjo tres tipos de distribuciones las cuales corresponden con los colores de los grupos arrojados por 
el analisis del Neighbor-Joining y de STRUCTURE.  Una de las ventajas del MCA es que se puede trabajar con presencia o 
ausencia de los alelos dentro de las accesiones, ademas de permitir la evaluación de  las relaciones  de parentesco y las 
posibles introgresiones de estas. Nuestros datos permitieron definir claramente la inclusion de los parentales de USDA 
dentro de las accesiones del programa de mejoramiento la cual ha incorporado caracteres geneticos dentro de la misma.  
No obstante, el poligono azul relata la necesidad de sacar provecho de la diversidad existente en el banco de germoplasma 
de CIAT e incluirlas dentro del programa de mejoramiento  de Panicum maximum en busqueda de genes que presenten 
un potencial agricola, para las futuras lineas de mejoradas (Ver figura 4).
 
 
 
Figura 2. Análisis de la estructura de la población para 183 accesiones de Panicum máximum basándose en la genotipificación de 21 
marcadores microsatélites (SSR) con valores de K=2 y K=3. Las barras verticales indican el coeficiente de parentesco estimado (Q) de 
cada individuo para cada población y los colores son de acuerdo a cada agrupamiento dentro del análisis (FM, PM y USDA). 
 
 
 
Figura 3. Árbol Neighbor Joining para las 183 accesiones y 21 marcadores SSR en Panicum máximum de acuerdo al coeficiente de 
Gower y Legendre  (Ochiai, 1957). Cada color es de acuerdo a la procedencia de las semillas (FM; del programa de mejoramiento de 
forrajes tropicales, PM; Banco de germoplasma de CIAT y USDA; parentales sexuales obtenidos por Estados Unidos). 
 
 
Figura 4. Análisis de correspondencia múltiple (MCA) para las 183 accesiones de Panicum máximum. Cada polígono representa la 
distribución de cada una de las poblaciones dentro de la varianza espacial del análisis. (VERDE: del programa de mejoramiento de 
forrajes tropicales, AZUL: Banco de germoplasma de CIAT y ROJO: parentales sexuales obtenidos por Estados Unidos. 
 
  
 
Conclusiones 
A partir del actual estudio el cual exploro la diversidad molecular de 183 accesiones de Panicum maximum 
mediante 220 bandas polimórficas obtenidas de micro-satélites (SSR), a través de métodos de 
agrupamiento jerárquico y no jerárquico tal como STRUCTURE, Neighbor Joining y metodologías 
multivariadas como el MCA, permitieron explorar la diversidad existente dentro y entre las accesiones del 
programa de  mejoramiento de forrajes tropicales, banco de germoplasma de CIAT y las cinco (5) madres 
sexuales obtenidas de USDA. 
Las colecciones de germoplasma son una gran fuente de información para la comprensión de los procesos 
de domesticación y selección que han sido llevados a cabo por los humanos durante mucho tiempo, por 
lo tanto es de resaltas la importancia que hay en la diversidad dentro y entre de las accesiones de Panicum 
del CIAT, esto impulsa el uso de datos fenotípicos para desarrollar diferentes tipos de estudios que 
permita aprovechar dicha diversidad genética y acelerar con eficiencia el programa de mejora genética 
en Panicum.  
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